Replication of Vibrio cholerae chromosome II by Al-Ansari, Hoda et al.
  
Replikation af Vibrio cholerae 
kromosom II origin, oriCIIVc 
 
[Replication of Vibrio cholerae chromosome II 
origin, oriCIIVc] 
 
Molekylærbiologisk bachelormodulprojekt 
Roskilde Universitet 
Efteråret 2009 
Vejleder: Birgit Koch 
Hoda Al-Ansari, Ala Al-Najar, Simon Lynge Hansen, Andreas 
Skovgård Jacobsen, Maiken Nielsen, Andreas Thymann. 
 
 
ii 
 
Abstrakt 
Bakterien Vibrio choleraes genom er fordelt på to kromosomer, et stort og et mindre, som 
navngives henholdsvis. kromosom I og kromosom II. Kromosom I origin, oriCIVc, ligner 
det origin, der findes i Escherichia coli, oriC, hvorimod origin på kromosom II, oriCIIVc, 
både har kromosom- og plasmidlignende egenskaber. Dette tyder på, at kromosom I er det 
originale kromosom og kromosom II er et megaplasmid, som senere er blevet integreret i 
cellen som et kromosom. 
Projektet omhandler, hvorvidt et minikromosom med oriCIIVc replikeres som et plasmid 
eller et kromosom. Dette undersøges ved at sætte en kultur af E. coli med minikromosomet 
under selektivt pres fra forskellige koncentrationer af kanamycin. Plasmider har en meget 
streng kopitalskontrol, og det selektive pres vil ikke øge kopitallet. Derimod har et 
minikromosom ikke nogen kopitalkontrol, og vil replikeres hyppigere, desto større det 
selektive pres er. Da kopitallet af oriCIIVc nedreguleres af et inkompatibelt område, inc, 
ønskes dette fjernet for at øge kopitallet. Da dette mislykkedes, benyttede vi et allerede 
konstrueret oriCIIVc minikromosom med en copy-up mutant i initiator proteinet, RctB. 
Ved lave kanamycinkoncentrationer viste det sig, at minikromosomet hyppigere blev 
replikeret end ved høje koncentrationer. Det kunne derfor ikke påvises, om kromosom II 
replikeres som et plasmid eller et kromosom. Ud fra litteraturen antydes det, at kromosom 
II primært replikeres som et plasmid, dog er denne replikation timet til replikationen af 
kromosom I. 
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Abstract  
The genome of Vibrio choleraes is distributed on two chromosomes, one large and one 
small, chromosome I and chromosome II. The origin of chromosome I, oriCIVc, reflects the 
same origin as on E. coli, oriC, whereas the origin of chromosome II, oriCIIVc, has both 
plasmid and chromosome like abilities. This indicates that chromosome I is the original 
chromosome and chromosome II was a mega plasmid, that later was integrated in the cell 
as a chromosome. 
This project deals with whether a minichromosome with oriCIIvc replicates as plasmid or as 
a chromosome. This is examined by putting a culture of E. coli, containing the 
minichromosome, under selective pressure from different concentrations of kanamycin. 
Plasmids have a very strict copy number control, and selective pressure will not increase 
the copy number. A minichromosome has no copy control, and it will replicate far more the 
greater the selective pressure becomes. Because the copy number of oriCIIvc is down 
regulated by an incompatible area, inc, it is wanted that this area is to be removed to 
increase the copy-number. The attempt failed and instead we used an already constructed 
orIICIvc minichromosome, with a copy-up mutation in the initiator protein, RctB.  
It was here shown that the minichromosome replicated more at lower kanamycin 
concentrations, than at high concentrations. Because of this, we could not prove if the 
plasmid replicated as a plasmid or a chromosome, because the results showed that the 
replication lowered as a function of the kanamycin concentration. From the litterateur it can 
be concluded that chromosome II replicates as a plasmid, although it is timed to the 
replication of chromosome I. 
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Forord 
Projektet er udarbejdet i efteråret 2009 som et bachelormodulprojekt på molekylærbiologi 
på Roskilde Universitet. 
I udarbejdelsen af dette projekt vil vi først rette en stor tak til vores vejleder Birgit Koch. 
Hun har vist et stort engagement for vores projekt og har været behjælpelig i vores 
eksperimentelle arbejde samt med vejledning. Vi vil også takke Laboratorietekniker Christa 
P. Nielsen for hjælpen i laboratoriet, samt Ph.d. studerende Xiaofang Ma, for at vi måtte 
bruge hendes minikromosom. 
Niveaumæssigt er målgruppen for dette projekt studerende med kendskab til 
molekylærbiologi svarende til første semester på bacheloruddannelsen samt interesserede.  
 
I rapporten vil referencer til litteratur forekomme, således at der indsættes en firkantet 
parentes med forfatters efternavn samt udgivelsesår. Står referencen før punktummet i en 
sætning, referer den kun til denne sætning. Står den efter punktummet er hele afsnittet 
refereret. De nævnte gener i rapporten betegnes med små bogstaver og kursivt, mens 
proteiner betegnes med blokbogstaver, som for eksempel gfp og GFP eller rctB og RctB.  
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1 Introduktion 
Vibrio cholerae, V. cholerae, er en bakterie, der forårsager diarre-sygdommen, kolera. 
Denne bakterie blev første gang isoleret i ren kultur i 1884 af Robert Koch. V. cholerae har 
igennem tiden forårsaget store epidemier, og i mange dele af verden er V. cholerae blevet 
resistent over for flere antibiotika. [Colwell & Huq, 1994] 
 
 
Figur 1: Figuren viser bakterien Vibrio cholerae. [Todar, 2005] 
 
V. cholerae er en Gram-negativ bakterie af slægten Vibrio og tilhører familien 
Vibrionaceae, der foruden V. cholerae også omfatter flere andre menneske- og fiske 
patogener. V. cholerae bakterien findes mange steder, men i størst omfang i vandigt miljø. 
V. cholerae er også påvist i væv og organer fra forskellige marine alger og dyr. [Thompson 
et al., 2004] 
Genomet i V. cholerae er fordelt mellem to cirkulære kromosomer. Denne genomstruktur 
mentes at være usædvanligt blandt bakterier, men det er blevet klargjort, at mange 
bakteriearter, herunder adskillige patogener, har mere end et kromosom. [Egan & Waldor, 
2003]  
Viden om V. choleraes replikation kan både bruges som grundforskning af plasmid- og 
kromosomreplikation, og dermed gøre forståelsen af V. cholerae, og muligvis andre 
bakterier, større. Den primære modelorganisme for kromosomreplikation er Escherichia 
coli, E. coli, der indeholder et enkelt cirkulært kromosom. Denne organisme er blevet 
anvendt til at belyse de mekanismer, som styrer den bakterielle kromosomreplikation. 
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Replikationens begyndelsespunkt, origin, på V. choleraes første kromosom, kromosom I, 
oriCIVc, er nært beslægtet med det origin, der findes i E. coli, oriC, hvorimod origin, på det 
andet kromosom, kromosom II, oriCIIVc, har både kromosom- og plasmidlignende 
egenskaber. Plasmider kontrollerer deres egen reproduktion, således at et fast antal kopier 
er bevaret i cellerne. Da kromosom II har plasmidlignende replikationstræk, vil vi 
undersøge, hvorvidt kromosom II deler sig som et kromosom eller et plasmid. Vi vil tage 
udgangspunkt i kromosom II’s kopitalkontrol.  
Anders Løbner-Olesen, professor ved Institut for Natur, Systemer og Modeller, Molekylær 
og generel fysiologi har undersøgt minikromosomreplikation i E. coli. Minikromosomer er 
plasmider, som replikerer fra et kromosomalt origin. I modsætning til plasmider har 
minikromosomer et stort kopital i cellen, som tyder på, at der ikke er nogen kopitalskontrol 
på minikromosomer. [Løbner-Olesen, 1999] 
Løbner-Olesen (1999) undersøgte, hvordan han kunne regulere kopitallet hos et 
kanamycinresistenskodende minikromosom, som replikerede fra oriC. Han fandt ud af, at 
ved at sætte bakterier under selektivt pres med kanamycin, kunne han presse 
minikromosomet til at replikere sig hyppigere. Han undersøgte ligeledes, om det var muligt 
at regulere replikationen af et plasmid, hvilket viste sig ikke var muligt. Dermed kunne han 
konkludere, at der ingen kopitalskontrol er til at holde replikationen af et minikromosom 
nede, hvor der hos plasmider er en streng kopitalskontrol. 
Vi vil derfor anvende hans forsøgsmetode til at undersøge, hvordan et minikromosom 
replikerende fra oriCIIVc, replikeres i E. coli. Vi vil bruge dette til at se på, hvor streng en 
kopitalskontrol, der er i oriCIIVc, og hvorvidt det replikeres som et kromosom eller et 
plasmid. 
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2 Teori 
I dette afsnit gennemgås, hvorledes et typisk kromosom og plasmid deles. Afsnittet vil gøre 
os i stand til at kunne redegøre for forskellene i henholdsvis kromosom- og 
plasmidreplikation. Dette giver os mulighed for at kigge på, hvordan en typisk kromosom- 
og plasmidreplikation igangsættes og kontrolleres. Herefter vil vi kigge på, hvordan V. 
cholerae replikeres, hvilket gør os i stand til at diskutere, hvorvidt kromosom II deles som 
et kromosom eller et plasmid.   
2.1 Kromosomrepilkation  
Kromosomreplikationen i bakterier foregår i tre trin og betegnes som initiering, elongation 
og termination.  
Interaktionen mellem oriC og DnaA definerer initieringen af DNA-replikationen. I langt 
det meste af cellecyklussen er DnaA bundet til fem høj-affinitets binding-sites, DnaA 
bokse. Til sidst bindes DnaA i sin ATP-bundet form til bindings-sites med lavere affinitet, 
såsom I-sites, se Figur 2. Det er denne proces, som vil initiere replikatonen. [Mott & 
Berger, 2007] 
Først når alle DnaA bokse er mættet, vil DnaA binde sig til I-sites og til nogle specifikke 
sekvenser. Disse sekvenser er 6 bp, der findes i tre AT-rige sekvenser i den venstre ende af 
origin. Denne binding medfører, at det AT-rige område bliver foldet ud. Dette område 
kaldes også for DNA unwinding element, DUE. I DUE findes fire steder med 
basesekvensen GATC. Denne sekvens bliver genkendt af enzymet DNA adenine 
methylase, Dam, som methylerer adeninen i GATC-sekvensen. Methyleringen medfører, at 
DNAet ændrer struktur således, at resten af DNA strengene kan adskilles i løbet af DNA 
replikationen. [Kaguni, 2006]    
 
Figur 2 viser E. colis origin. De grå bokse er GATC-sekvenser, de grønne pile er AT-rige sekvenser, de orange bokse er 
DnaA bokse og de blå er I-sites [Kaguni, 2006]. 
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Yderligere to enzymer, det ringformede DnaB, også kaldet helicase og DnaC, går sammen 
og danner et kompleks. Komplekset binder sig derefter til den denaturerede AT-rige region. 
Komplekset skilles her og to DnaB molekyler bliver bundet på DNA-strengene ved hjælp 
af DnaC, som herefter adskilles fra de to DnaB molekyler. Herved er DnaB klar til at 
adskille strengene i begge retninger. [Davey et al., 2002]  
Når primerne er dannet, bliver de nye nucleotider sat i forlængelse af primeren ved hjælp af 
enzymet DNA polymerase III [Kaguni, 2006]. Når hele replikationen er fuldført, skal de to 
nye kromosomer skilles ad. Denne adskillelse sker ved hjælp af DNA topoisomerase IV. 
[Hiasa, 1994] 
2.1.1 Kromosomal replikation regulering 
For at undgå en hurtig initiering er der på hele E. coli kromosomet over 300 DnaA bokse, 
som titrerer DnaA væk fra origin [Venkova-Canova et al., 2006], og da DnaA er 
autoreguleret, altså binder sig til dnaA og dermed hæmmer sin egen syntese, kan 
koncentrationen af DnaA holdes nede [Atlung, 2004]. 
I E. coli har oriC 11 GATC-sites spredt ud over DUE og DNA boksene, som normalt vil 
være methyleret af Dam. DnaA har højest affinitet for fuldt methyleret GATC-sites, men 
ved nyreplikeret DNA, vil GATC-sites være hemimethyleret, og derfor nedsættes oriCs 
affinitet for DnaA. Dette vil øge GATC-sites affinitet for SeqA. SeqA vil sequenstrere oriC 
til cellemembranen, som forhindrer yderligere DnaA i at binde sig. Ved en ny replikation, 
vil Dam methylere GATC. oriC vil igen blive frigivet fra cellemembranen, og initieringen 
vil kunne forekomme. [Mott & Berger, 2007] 
En anden mekanisme regulerer initieringen af kromosomreplikationen ved at hydrolysere 
det ATP, der er bundet til DnaA. DnaA binder sig, som nævnt, først til DnaA bokse, for så 
derefter at binde sig til I-sites. Bindingen til I-sites sker i en ATP-DnaA form. Ved at 
hydrolisere ATP-DnaA, hæmmes bindingen af ATP-DnaA til I-sites. Ud over dette vil 
antallet af DnaA bokse også stige, når kromosomet har delt sig, og dette vil titrere DnaA, 
hvilket betyder, at koncentration af frit ATP-DnaA vil falde. Dette vil dermed hæmme en 
ny initiering. [Atlung, 2004] 
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2.2 Plasmidrepilkation 
Plasmider har et DNA segment, som giver dem evnen til at dele sig autonomt, altså 
replikeres de uafhængigt af cellens replikation. Gener, som medvirker til 
plasmidreplikation, findes tæt på hinanden på plasmidet i et område, som kaldes et replicon. 
Et replicon indeholder overordnet tre elementer; et origin for replicationen, et 
incompatibility deterninant gen-område, inc, som nedsætter antallet af initieringer, og i 
næsten alle plasmider findes der rep, som koder for Rep, hvilket medvirker til 
replikationen. [Espinosa et al., 2000]  
Mange plasmider replikerer sig på en måde, som betegnes thetareplikation. 
Replikationsmetoden er opkaldt efter det græske bogstav ”θ”, da replikationens struktur 
ligner dette bogstav. Plasmider, som deler sig ved thetareplikation, blev først fundet i 
Gram-negative bakterier, men blev senere hen også fundet i Gram-positive bakterier. De 
fleste plasmider, som deler sig ved thetareplikation, er uafhængige af DNA Polymerase I og 
benytter DNA Polymerase III. Der fokuseres på thetareplikations metoden, som er 
uafhængig af DNA Polymerase I. [Espinosa et al., 2000] 
 
Plasmidreplikationen starter med initieringen, som foregår i origin, og ligner til dels 
replikationen fra E. coli oriC. Origins i thetareplikationen består af iterons, som er små 
gentagende basesekvenser, en eller to DnaA bokse, en AT-rig sekvens tæt på iterons og 
GATC-sekvenser, som er methyleringssites. På Figur 3 er P1 plasmid origin vist. [Espinosa 
et al., 2000] 
 
Figur 3: Origin hos P1 plasmidet. Sorte pile i kasser viser iterons, lyse pile viser promoter, sorte pile udenfor kasser viser 
AT-rige områder, sorter regtangler viser dnaA bokse og sorte cirkler viser Dam methyleringssites [Solar et al., 1998] 
 
Ved plasmidreplikation er DnaA ofte nødvendig for initieringen, hvorimod Rep er det 
primære initiator protein, men ATP er ikke obligatorisk for at aktivere DnaA. I stedet 
bidrager et unikt Rep med at ”smelte” origin, og dette protein er afgørende for, at plasmidet 
kan dele sig og giver cellen minimal kontrol over plasmidreplikationen. Rep genkender og 
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bindes til iterons, hvorefter DnaA binder sig til DnaA boksen på replicon, hvilket får DNA 
strengene separeret og drejes ved den AT-rige sekvens. Som ved kromosomal replikation er 
methylering af GATC-sites på P1 og andre plasmider også vigtigt for, at DnaA kan binde 
sig til origin. Plasmidet danner ikke selv Dam, men benytter værtcellens. I den sidste fase af 
initieringen introducerer DNA-gyrase supercoiling, og histone-lignende proteiner, såsom 
IHF og FIS, kan benyttes til at holde strukturen konstant, således at der dannes en 
replikationsboble. [Espinosa et al., 2000] 
Resten af replikation ligner kromosomreplikationen fra E. coli, men i plasmidreplikation er 
noget af DnaAs funktion erstattet af Rep. [Espinosa et al., 2000] 
2.2.1 Kontrol af plasmidreplikation 
Replicon står for replikationen af plasmidet og for kontrollen af replikationen. Det er 
vigtigt, at plasmidkoncentrationen ikke over- eller underskrider dens optimale antal, så 
plasmidet enten ender med at dræbe cellen eller ikke kunne producere nok af dens 
produkter. I det ovenstående gennemgik vi, at et plasmid ikke deler sig synkroniseret med 
cellen, da Rep/interon forholdet er introduceret i plasmidreplikationen. 
Plasmidreplikationskrontrollen vides også at ligge i dette forhold, men det store spørgsmål 
er, hvorledes plasmidet opnår at dele sig uden at blive en byrde for cellen. Det er heller ikke 
sikkert, at der er lige mange plasmider i de to datterceller, da der kan forekomme tilfældig 
fordeling af plasmiderne ved celledeling, og det må plasmidet også prøve at tage forbehold 
for. [Chattoraj, 2000] 
Det vides, at Rep/interon interaktionen er hovedårsagen til kopitalkontrol, men det er stadig 
et aktuelt forskningsområde. Ved at hæmme initieringen undgås det at spilde ressourcer på 
at replikere plasmidet, hvis det ikke er nødvendigt, da initieringen er det første led i 
replikationen. Rep er autoreguleret og nedregulerer udtrykket af genet. [Espinosa et al., 
2000] Der kendes til tre inhibitorversioner til Rep; en benytter antisense RNA, en anden 
benytter både antisense RNA og et inhibitor protein og den tredje har DNA-sites, som 
binder Rep [Solar et al., 1998]. Dermed kan koncentrationen vedligeholdes uanset 
kopitallet, hvilket betyder, at Rep ikke bliver overudtrykt. Men øger man kunstigt Rep 
koncentrationen, øges plasmidreplikationen ikke bemærkelsesværdigt. Dette skyldes, at 
plasmidet også er reguleret af iterons. [Chattoraj, 2000] Iterons findes flere steder på 
plasmidet og ikke kun i origin, hvilket har en nedsættende effekt på replikationen [Espinosa 
 
 
7 
 
et al., 2000]. Desto flere plasmider, der er i cellen, desto flere iterons er der, som kan binde 
Rep, og initieringen vil derfor have sværere ved at start. Derfor er plasmidets 
replikationsrate nedadgående ved større plasmidkoncentration. Fjernes iterons udenfor 
origin, vil kopitallet blive højere, men plasmidet vil stadig ikke dele sig uhæmmet. Dette 
skyldes en kopikontrol integreret i de to datter-iterons og Rep. Begrebet hedder handcuffing 
og består af, at Rep efter replikation medierer, at de to plasmider binder sig ved 
originområdet og derfor kan endnu en replikation ikke finde sted. Det vides ikke, hvordan 
handcuffing specifikt blokerer for initieringen, men det er blevet foreslået, at der enten er 
tale om, at kompositionen af plasmiderne blokerer for konformationsændring i origin, eller 
at aktiv Rep ikke kan binde sig til origin. Handcuffing i P1 er det afgørende negative 
kontrolelement i plasmid kopikontrollen, hvor Rep er den positive. Rep spiller en afgørende 
rolle i måde oprettelse og deaktivering af handcuffing. På Figur 4 ses det, hvordan Rep 
passivt bruges til at oprette et handcuffing kompleks, og ved stigning af koncentrationen af 
aktiv Rep brydes det igen. [Chattoraj, 2000]  
 
Figur 4: Reps rolle i P1-plasmidet; . iterons i origin bliver mættet med Rep. 2. Plasmidet replikeres. 3. Rep falder af 
iterons. 4. Ikke-aktiv Rep bliver bundet til datter-iterons, og danner handcuffing. 5. Chaperones stimulerer syntesen af 
aktiv Rep. 6. Handcuffing brydes i takt med cellevolumen og koncentrationen af aktiv Rep. [Solar et al., 1998] 
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2.3 Forskelle på E.coli kromosomet og plasmider. 
Et kromosom defineres ved, at det besidder essentielle gener, hvor plasmider tilføjer 
bakterien gener, som for eksempel giver resistens for antibiotika eller forsvar mod virus, 
men i det store hele er plasmidet ikke essentielt for, at organismen kan fungere. I 
modsætningen til dette indeholder et kromosom gener, som ikke kan underværes 
ligegyldigt under hvilke forhold organismen befinder sig. Forskellen på et kromosom og et 
plasmid kan være så småt som en enkelt reading frame. Det er heller ikke muligt at opdele 
kromosomer og plasmider efter størrelse. Et kromosom kan være mindre end et plasmid, så 
længe det indeholder essentielle gener.  
Den største forskel i replikationen er, at kromosomers deling sker i forhold til cellens 
cyklus. Generelt sker delingen af et kromosom kun en gang for hver cellecyklus, og er i tæt 
forbindelse med cellens vækst. Det er kun i en meget lille del af cellens cyklus hvor starten 
kan forekomme. Plasmider derimod er på ingen måde afhængig af cellens cyklus og kan 
dele sig autonomt. Et plasmid kan dele sig flere gange i løbet af cellens cyklus, og nogle 
deler sig slet ikke. [Espinosa, 2000]  
Ved kromosomal replikation er det DnaA-origin interaktionen, som er afgørende for 
replikationen [Mott & Berger, 2007], hvor det hos plasmider er Rep-origin, som er 
afgørende [Espinosa, 2000]. Selvom DnaA også er en initiator ved plasmidreplikation, er 
det nærmere Rep, som er initiatorprotein for plasmider, der skal sammenlignes med DnaA 
hos kromosomer [Chattoraj, 2000]. På samme måde som Rep bliver autoreguleret 
[Espinosa, 2000] og titreret hos plasmider, bliver DnaA autoreguleret og titreret hos 
kromosomer [Atlung, 2004]. DnaA hos plasmider behøver heller ikke at være bundet til 
ATP, hvor det hos kromosomer er essentielt [Chattoraj, 2000]. Iterons hos plasmider spiller 
en rolle i kopikontrollen i plasmidreplikationen, som kan sammenlignes med SeqA hos 
kromosomer. Hos E. coli er SeqA er en basal del af postregulationen [Mott & Berger, 
2007], hvor det hos plasmider er iterons. SeqA kan også tænkes at spille en rolle hos 
plasmider, hvor de kan benytte værts SeqA, da GATC-sites også bliver hemimethyleret 
efter replikationen. Dette skal ses som en ydereligere kopikontrol hos plasmider og ikke en 
afgørende faktor. 
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2.4 Vibiro cholerae 
Genomet i V. cholerae er fordelt på to cirkulære kromosomer i stedet for på ét kromosom 
som i E. coli og andre bakterier [Egan & Waldor, 2003]. Genomet indeholder i alt 4 Mbp, 
hvor kromosom I og kromosom II består af henholdsvis 3 Mbp og 1 Mbp og koder 
tilsammen for 3,885 open reading frames, ORF. Det store kromosom, kromosom I, 
indeholder de fleste essentielle gener, som er vigtige for cellen. [Heidelberg et al., 2000] 
Kromosom I origin, oriCIVc, ligner det origin, der findes i E. coli, oriC, hvorimod origin på 
kromosom II, oriCIIVc, både har kromosom- og plasmidlignende egenskaber [Venkova-
Canova et al., 2006]. En forklaring på dette, kan findes i oprindelsen af kromosom II. Det 
menes, at kromosom II oprindeligt var et megaplasmid, som blev optaget af en V. cholerae 
bakterie. Efter at kromosom II blev optaget, er der blevet rykket gener fra kromosom I til 
kromosom II, som er essentielle. Dette bakkes op af, at der er fundet en integron region på 
kromosom II, som virker som et gene capture system. Det vides ikke hvorfor, kromosom II 
ikke er blevet optaget som en del af kromosom I, men dette kan skyldes, at det giver 
bakterien nogle fordele i forhold til regulering af de forskellige gener. Når generne er 
fordelt på to kromosomer, er det lettere at regulere mængderne af de forskellige genudtryk i 
forhold til hinanden. [Heidelberg et al., 2000] 
2.4.1 oriCIVc 
oriCIVc ligner oriC, og indeholder fem DnaA bokse, som er bindingssteder for 
initiatorproteinet, DnaA (Figur 5). Desuden indeholder oriCIVc et bindingssted for 
integration host factor, IHF, der bøjer DNA ved en AT-rig region, og medfører en 
strukturændring i origin, samt flere GATC-sekvenser, som er methyleringssites for Dam. 
[Egan et al., 2006]  
2.4.2 oriCIIVc 
På kromosom II findes der to intergeniske regioner, henholdsvis ig1 og ig2. Det har vist 
sig, at kun ig2 er nødvendig for en vellykket replikation. Dette skyldes, at ig2 indeholder 
oriCIIVc.  
oriCIIVc ligner ikke oriCIVc, selvom den indeholder nogle fælles elementer, såsom et 
bindingssted for IHF, flere GATC-sites, en AT-rig region og DnaA boks, som binder DnaA 
(Figur 5). Desuden indeholder oriCIIVc flere relaterede 11- og 12-base-par repeats, som 
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kræves for oriCIIVc-baseret replikation. Dermed ligner oriCIIVc mere plasmider, som 
replikerer ved hjælp af iterons. [Egan & Waldor, 2003]  
For at replikationen skal kunne forløbe i kromosom II har oriCIIVc derudover to 
omkringliggende gener, som har betydning for replikationen. Det ene gen er rctB, som 
koder for et initiatorprotein, mens det andet gen, rctA, ikke bliver translateret til protein, 
men kun transskripteres til RNA. [Egan et al., 2006]  
 
 
Figur 5: Viser opbygningen af oriC på vibrio choleraes to kromosomer [Egan & Waldor. 2003 (modificeret)] 
2.4.2.1 Regulering af kromosom II 
Undersøgelser lavet af Egan og Waldor (2003) har påvist, at genet rctB er en vigtig faktor 
for initiationen, da rctBet koder for et protein, RctB, som igangsætter replikationen, ved at 
binde sig til oriCIIVc. Foruden dette gen ville det ikke være muligt at starte replikationen af 
kromosom II. [Egan & Waldor, 2003] Det er senere hen blevet påvist, at RctB endvidere 
står for en stor del af reguleringen af replikationen [Venkova-Canova et al., 2006]. 
Undersøgelser lavet af Venkova-Canova et al. (2006) har vist, at genet rctA ikke er 
nødvendigt for, at replikationen kan forløbe, men at dette gen har en regulatorisk effekt på 
replikationen. Det er ikke helt klargjort, hvordan rctA virker, men undersøgelsen viste, at 
rctA D1A hæmmer ved at titrere RctB. rctA RNA mistænkes for at forhindre RctB-binding 
til rctA. Det vil sige, at hvis der er en høj koncentration af RctB, bindes RctB til 
promotoren for rctA og dermed transkripteres ikke nok RNA til at svække rctAs titrering. 
Dog observerede Venkova-Canova et al. (2006) kun tre bindingsites for RctB på rctA, og 
derfor mistænkes rctA for at forårsage handcuffing efter replikationen, som tidligere 
forklaret. [Venkova-Canova et al., 2006] 
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En anden undersøgelse af Pal et al. (2005) mener modsat, at rctA RNA virker, som man 
kender det fra plasmider, som antisense RNA, og inhiberer rctB translationen [Pal et al., 
2005].  
RctB er derudover autoreguleret, og virker som en repressor af rctB, således at når RctB 
binder sig til promotoren for rctB vil det ikke være muligt for transskriptionen at forløbe. 
En høj koncentration af RctB vil derfor medføre, at transkriptionen vil blive hæmmet. 
Ligeledes vil en lav koncentration betyde, at RctB ikke vil binde sig til promotoren for rctB 
og transskriptionen vil forløbe normalt. En lav koncentration vil desuden gøre, at RctB 
heller ikke hæmmer rctA RNA syntesen, og dermed vil titrering af RctB på rctA DNA 
undgås. [Venkova-Canova et al., 2006].  
Der findes endvidere en del andre faktorer, der har indflydelse på transkriptionen af rctB. 
Blandt disse findes IHF, DnaA og Dam. Præcist hvordan disse påvirker transkriptionen 
vides ikke, men undersøgelser lavet af Egan et al. (2006) tyder på, at Dam methylering 
forøger RctB-proteinets affinitet for dennes promoter. Endvidere blev det i dette forsøg 
også undersøgt, hvilken betydning DnaA og IHF har på transkriptionen af rctB. 
Undersøgelserne tyder på, at DnaA virker som en antagonist på RctBs binding til 
promotoren, og derved mindsker RctBs repression. IHF derimod viste at aktivere 
transskriptionen af rctB. [Egan et al., 2006] Udover, at DnaA, IHF og Dam har en 
regulatorisk effekt på RctB, har det vist sig, at ATP negativt kan regulere RctBs aktivitet 
ved at bindes til RctB [Duigou et al., 2008]. Desuden har det vist sig, at SeqA i begge 
kromosomer er en negativ regulator, som hæmmer initieringen [Saint-Dic et al., 2008].     
På trods af forskellige krav til replikationen af kromosom I og kromosom II ses det, at 
begge kromosomer replikerer med et konstant interval mellem replikationerne, endvidere 
replikerer de begge inden for et kort interval af cellecyklussen [Duigou et al., 2006]. En 
undersøgelse lavet af Rasmussen et al. (2007) har vist at replikationen af kromosom II først 
starter, når replikationen af kromosom I næsten er færdig. Ved at forsinke replikationen af 
kromosom II bliver replikationen mere effektiv, fordi bakterien i mellemtiden nå at skaffe 
den energi og de andre elementer, der er nødvendige for replikationen. [Rasmussen et al., 
2007] 
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Figur 6: Replikationen af de to kromosomer. Periode B er fra cellen bliver dannet til initionen af replikationen. Periode C 
er fra initionen til terminationen. Periode D er fra terminitionen til cellen deler sig [Rasmussen et al., 2007(modificeret)]. 
 
Det kunne derfor tænkes, at der findes en mekanisme til at regulere replikationen for begge 
kromosomer. Duigou et al. (2006) undersøgte, hvorvidt DnaA kunne være regulator for 
replikationen af begge kromosomer, da DnaA er nødvendig for replikationen af begge. 
Duigou et al. (2006) fandt, at en overproduktion af DnaA medførte en overinitiering af 
replikationen i kromosom I, men ikke af kromosom II. RctB havde samme effekt for 
kromosom II, men påvirkede heller ikke replikationen af kromosom I. Ud fra dette blev det 
konkluderet, at DnaA styrede replikationen af kromsom I, mens RctB kontrollerede 
replikationen af kromosom II, og at ingen af disse kontollerede begge. I stedet skal en 
fælles regulator måske findes blandt de faktorer, der regulerer DnaA og RctB. En lille 
mængde DnaA er nødvendigt for replikation af kromosom II. [Duigou et al., 2006]  
V. cholerae indeholder desuden en region kaldet inc. Dette sekvensområde er placeret i den 
venstre del af oriCIIVc og virker ved at hæmme replikationen. Præcist hvordan inc hæmmer 
replikationen vides ikke, men det mistænkes for, at enten titrere RctB eller udnytte 
handcuffing. Ved at sætte inc ud af funktion bliver kopitallet højere. inc har ikke vist nogen 
effekt på replikationen af kromosom I. [Egan & Waldor, 2003] 
 
 
13 
 
3 Metode 
For at undersøge hvorledes oriCIIVc replikerer, vil der i det følgende afsnit komme en 
beskrivelse af et forsøg udført af Løbner-Olesen (1999). I dette forsøg benyttes 
flowcytometri til at undersøge, hvorledes plasmider og kromosomer replikeres under 
selektivt pres. Denne forsøgsmetode ønsker vi at benytte til at finde ud af om oriCIIVc 
replikeres som et kromosom eller et plasmid. Til dette forsøg har vi klonet et plasmid i E. 
coli, der indeholder oriCIIVc. En beskrivelse af hvorledes denne kloning, samt hvordan 
flowcytometrien er udført, vil ligeledes være at finde i det kommende afsnit. Beskrivelsen 
af kloningen, som findes i dette afsnit er en overordnet beskrivelse. En detaljeret 
beskrivelse kan findes i appendiks 9.1, i appendiks 9.2 findes ligeledes en liste over de 
plasmider, der er brugt i dette forsøg.   
3.1 Flowcytometri med E. coli 
Løbner-Olesen (1999) anvendte en ny metode til at bestemme antallet af plasmider i E. coli. 
Denne metode indebar måling af et plasmid-drevet udtryk af grøn fluorescens, som blev 
målt ved hjælp af flowcytometri. Green Fluorescent Protein, GFP, blev udtryk fra en 
arabinose inducerbar promoter. I den enkelte celle var forventningen, at udtrykket af GFP 
resulterede i et fluorescens-niveau, der var et udtryk for antallet af plasmider i cellen så 
længe, at induktionperioden var kortere end fordoblingstiden for kulturen. I en 
induktionsperiode vokser celler, hvor nogle vil dele sig og plasmiderne vil replikeres. 
Derfor repræsenterer den målte GFP-aktivitet en integration af plasmid-antallet i løbet af en 
induktionsperiode. 
Løbner-Olesen målte i sit forsøg på minikromosomet pALO2116, som replikrerede ud fra 
oriC. Dette minikromosom indeholder et kanamycin-resistensgen, således at plasmidet 
regulerer kanamycin-resistensen i cellen. Minikromosomet indeholder også en GFP-kasette. 
Celler indeholdende pALO2116 voksede i et rigt medie med arabinose og en varierende 
koncentration af kanamycin. Forsøget viste et fald i væksthastigheden ved en øget 
koncentration af kanamycin. Ved øget kanamycinkoncentration blev der skabt et selektivt 
pres på E. coli, og derfor steg GFP-fluorescensen, som det fremgår af nedenstående Figur 7 
A. Det ses også, at fordelingen af GFP-fluorescensen blev mindre ved øget 
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kanamycinkoncentration. Den højere fluorescens pr. celle skyldtes ikke en forøget celle 
størrelse, men at minikromosom kopitallet steg op til 30 pr. celle. Dette betyder, at der 
tilsyneladende ikke er nogen negativ faktor for initierings kontrol i oriC, og at der ikke er 
nogen sammenhæng mellem oriC placeret på kromosomet og på minikromosomet. Høje 
kopital førte dog til integration af minikromosomet ved kromosomets oriC og til initiering 
asynkront med værtskromosomet. Ved et minikromosom kopital på ~30 er celle kapacitet 
for synkron initiering nået, og frie minikromosomer vil udkonkurrere kromosomet, og gøre 
cellen ude af stand til at leve, medmindre minikromosomerne er inkorporeret i kromosomet. 
Ved at øge kanamycinkoncentrationen på celler, der indeholdte en variant af replikonet F-
plasmidet pALO280, faldt væksthastigheden. Vækst hæmningen var desuden kraftigere for 
cellerne med plasmider end dem med minikromosomer på grund af mindre resistens. GFP-
fluorescensen varierede kun lidt med kanamycinkoncentrationen (Figur 7 B). 
Minikromosom GFP-fluorescensen stiger altså som funktion af det selektive pres, fordi der 
ikke er nogen kopikontrol mekanisme på minikromosomet til at regulere kopitallet. For 
plasmidet pALO280 er der dog en meget stram kopikontrol mekanisme, og det var ikke 
muligt at ændre kopiantallet med det selektive pres. 
 
 
 
 
Figur 7: Ændring i minikromosom kopital A) minikromosom pALO2116 B) F-variant plasmid pALO280, voksende 
eksponentielt i lavt salt LB medium indeholdende forskellige kanamycinkoncentrationer. De forskellige toppe er: 50 
µg/ml kanamycin (gråt område), 250 µg/ml sort linje, 500 µg/ml grå linje, 750 µg/ml stiplet/prikket linje, 1000 µg/ml 
prikket linje og 1500 µg/ml stiplet/doblet prikket linje. [Løbner-Olesen, 1999] 
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Vi vil bruge samme strategi til at se om oriCIIVc opfører sig på samme måde som 
minikromosomet eller plasmidet 
3.2 Kloningen  
Kloningen blev lavet for at indsætte gfp i et plasmid med et oriCIIVc fra V. cholerea. Ud fra 
GFP-signalet kan det bestemmes, hvorledes replikationen forgår. 
Til kloningen blev der brugt plasmidet pALO249 (ALO3479). På plasmidet pALO249 
findes gfp, som er under kontrol af en arabinose inducerbar promoter, som ønskedes klonet 
til en vektor. Tilsætningen af arabinose aktiverer promoteren, som igangsætter syntesen af 
GFP, hvilket gør det muligt at se GFP-signalet [Guzman et al., 1995]. Som vektor blev 
minikromosomet pInc3 fra stammen ALO3593 brugt. På pInc3 er oriCIIVc uden inc 
regionen samt rctB klonet. pInc3 koder desuden for et kanamycin-resistensgen og har et pir 
afhængigt R6K replicon. Det vil sige, det kan replikere som plasmid i E. coli stammer, der 
kan danne Pir. E. coli stammer, der ikke kan danne Pir, vil det replikere som et 
minikromosom.  
3.2.1 Oprensning og skæring 
For at gøre det muligt at lave kloningen, blev der til at starte med lavet en oprensning af 
plasmid-DNAet i begge stammerne, således at plasmidet blev isoleret fra resten af 
bakterien. Da plasmidet var blevet oprenset, var det muligt at skære dette. pALO249 blev 
skåret med restriktionsenzymet BclI, mens pInc3 blev skåret med BamH1 
 
 
 
Figur 8: Skæringstederme for BclI (a) og BamH1 (b). 
 
pALO249 havde en mutation i gensekvensen, der kodede for Dam, som er et enzym, der 
methylerer adeninen i restriktionssekvensen. Methyleringen af restriktionssekvensen ville 
medføre, at det ikke ville være muligt for BclI at skære DNAet.  Mutation medfører, at 
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Dam ikke længere dannes, og det bliver dermed muligt for BclI at skære 
restriktionssekvensen [New England Biolabs, 2009]. 
Brugen af disse to restriktionsenzymer sammen bevirkede, at enderne på genet som skulle 
klones ind i vektoreren, passede med de ender, der findes på vektoren (Figur 8) efter, at 
plasmiderne var blevet skåret med restriktionsenzymerne. 
3.2.2 Defosforylering 
Efter at plasmiderne var blevet skåret, blev vektoren pInc3 defosforyleret. Dette blev gjort 
for at forhindre vektoren i at religere. Når DNA skal sættes sammen igen, kræver dette 
fosfat. Da fosfat skal bruges til at binde de forskellige baser sammen. På et DNA, der er 
skåret med restriktionsenzymer, sidder der ved 3´enden en fosfatgruppe, som kun er bundet 
til DNAet et sted.  Når vektoren skal sættes sammen med genet, sidder der ligeledes på 
genet en fosfatgruppe på 3´enden. Denne fosfatgruppe vil gøre det muligt for vektoren at 
sætte sig sammen med genet på trods, at fosfatgruppen er fjernet fra vektoren. 
3.2.3 Fragment oprensning 
For at adskille gfp-fragtmentet fra resten af plasmidet, som stammer fra ALO3479, blev 
BamH1 skæringerne kørt på en gel. Da de forskellige DNA fragmenter bevægede sig efter 
størrelsen, ville det være muligt at isolere det fragment, som indeholdte gfp. Efter gelen var 
kørt, var der to bånd for hver prøve. Det som havde bevæget sig kort, indeholdte gfp, mens 
det der havde bevæget sig langt indeholdte resten af genet. De fragmenter, der indeholdte 
gfp blev herefter skåret ud fra resten af gelen og oprenset herfra. 
3.2.4 Ligering 
Både vektoren og gfp var nu oprenset, og derfor var det muligt at starte ligeringen. 
Sammensætningen af vektor og gfp krævede tilstedeværelsen af en ligase, og der blev 
derfor tilsat en ligase. Der blev lavet to forskellige ligeringer, som indeholdte to forskellige 
mængder af gfp og vektor. Desuden blev der lavet en kontrol, som kun indeholdte vores 
vektor.  
3.2.5 Kompetente celler 
Efter ligeringen blev der fremstillet kompetente celler. Dette blev gjort for at gøre det 
muligt at få optaget vores klonede plasmider, således at de var i stand til at blive kopieret. 
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Den stamme, der blev brugt til at lave kompetente celler, var en E. coli stamme ALO2212. 
Denne stamme havde i sit kromosom et pir, som koder for dannelsen af Pir. Proteinet 
påvirker replikonet R6K, som findes i ALO2212, og får den indsatte vektor til at replikere 
som et plasmid [Demarre et al., 2005]. Da bakterierne havde optaget det klonede plasmid, 
blev de sat til at vokse på en agarplade med kanamycin og arabinose, derefter blev GFP-
signalet undersøgt. 
 
Tabel 1: Viser indholdet af de forskellige opløsninger på pladerne. L1 og L2 er de to ligeringer, mens L3 er kontrol af 
ligeringen. 
 
Forsøget mislykkedes, og vi fik intet GFP-signal, og derfor lavede vi forsøget igen. Da vi 
gentog forsøget, brugte vi resterne af vores skæringsopløsning. Men denne gang blev der 
kun lavet seks plader i stedet for syv. I stedet for ALO3593 brugte vi ALO3525, som 
indeholder gfp. 
 
Tabel 2: Viser indholdet af de forskellige opløsninger på pladerne. L1 og L2 er de to ligeringer, mens L3 er kontrol af 
ligeringen. 
 
Forsøg 2 lykkedes heller ikke, da vi ikke fik noget GFP-signal 
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Da ingen af vores forsøg lykkedes, valgte vi at bruge E. coli MC1000 med V. cholerea 
minikromosom indeholdende rctA, en copi-up mutant af rctB og oriCIIVc til 
flowcytometrien. 
3.3 Flowcytometri 
Der blev fremstillet to overnatskulturer. Den ene indeholdte plasmid pALO247 
(ALO1335). Denne stamme har gfp under kontrol af PBAD promoteren på et høj kopi 
plasmid. Prøven blev brugt som kontrol, da den med sikkerhed ville give et grønt signal. 
Endvidere blev der brugt et minikromosom, som indeholdte oriCIIVc samt rctA og rctB. 
Denne type minikromosom er ustabil i E. coli, og under selektion opstår der spontane 
mutationer. En Ph.d studerende har vist, at der er i det anvendte minikromosom er en 
mutation i rctB, der øger kopitallet af minikromosomet. Der blev lavet syv kolber, der alle 
indeholdte lavt saltet LB-medium og arabinose. Den ene af disse kolber fik yderligere 
tilført ampicilin og blev podet 1 % med noget af overnatskulturen der indeholdte ALO1335. 
De sidste seks kolber blev tilført noget af overnatskulturen, som indeholdte plasmidet med 
oriCIIVc, samt kanamycin i forskellige koncentrationer, som det ses nedenfor (Tabel 3). 
 
Tabel 3: Viser hvilken mængde af kanamycin der er tilsat til hver kolbe for at få den ønskede koncentration, desuden 
viser tabellen hvilken stamopløsning der er brugt. 
 
Kulturerne voksede eksponentielt til OD600 var mellem 0,647-0,418 se Figur 10. Herefter 
var prøverne klar til måling i flowcytometret.  
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4 Resultater 
4.1 Kloning 
Resultatet af kloningsforsøg viste ikke tegn på bakterier på plade 1.a eller 2.a, 
(transformation af ligering) se Tabel 4. Der kunne heller ikke ses nogen form for 
fluorescens, det vil sige, at GFP ikke blev udtrykt, selvom det var forventet. Der var ingen 
bakterier på plade 3.a (vektor religering) hvilket betyder, at religeringer ikke er foregået. På 
pladen kun med kompetente celler, 4.a (negativ kontrol), var der heller ingen voksende 
bakterier, men det var der på henholdsvist 5.a, 6.a og 7.a (positive kontroller). Da der blev 
tilsat forskellige mængder bakteriekultur på pladerne, var det forventet, at der kunne ses en 
forskel i antal bakterier, hvilket det også var muligt. På pladen 5.a var der vokset rigtige 
mange bakterier, mens der var færre på plade 7.a hvor der var halvt så mange, og på plade 
6.a var der få bakterier. Ud fra pladerne kan der konkluderes, at kloningen mislykkede.  
Tabel 4: Observering fra første kloning forsøg. 
 
Da kloningsforsøget mislykkede, vurderede vi det skyldes fejl i ligeringen. Det var muligt 
at gentage forsøget under anvendelse af rest fra plasmid oprensningen. Der blev ligerede på 
ny og lavet nye kompetente celler, jævnfør metodeafsnitte (afsnit 3.2). På Tabel 5 ses et 
skema over resultaterne fra det gentagede kloningsforsøg. På plade 1.b, 2.b, 3.b og 4.b blev 
der ikke observeret nogen bakterier. Hvorimod på plade 5.b blev der observeret mange 
grønne bakterier. Bakterierne var grønne, fordi der i det nye forsøg blev brugt et gfp 
mærket plasmid i stedet for pInc3 til den positive kontrol. 
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Tabel 5: Observering fra det andet kloning forsøg. 
 
4.2 Flowcytometri 
Prøverne blev kørt igennem et flowcytometer, mærke Apogee A-10-bryt, som målte antal 
celler og fluorescens. Dataene blev registret af programmet Apogee Flow Cytometer 1.70. 
Her observerede vi, at der altid var støj i form af forurening med lav fluorescens, hvilket 
blev fjernet fra databehandlingen, derfor er der ved lav GFP-fluorescens altid celleantal 0.  
Der blev altid målt på over 30.000 celler, og derfor er de fleste målinger omkring 30.000 
celler i alt, men desto højere kanamycinkoncentration, desto svagere blev 
fluorescensmålingerne. Derfor blev det totale antal af celler, som vi målte på, meget lavere 
end 30.000 ved 1500 µg/ml kanamycin tilsat. Flourescensmålingen blev så lav, at det ikke 
var muligt at adskille støj fra prøven, og derfor fjernede vi målinger med meget lav 
fluorescens. Alle målingerne blev eksporteret fra Apogee Flow Cytometer 1.70 til excel, 
hvor der blev lavet et koordinatsystem med antal celler som funktion af den målte GFP-
fluorescens, se Figur 9. 
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Figur 9: GFP-fluorescens som funktion af antal celler. Rød kurve 50 µg/ml, blå kurve 250 µg/ml, grøn kurve 500 µg/ml, 
violet 750 µg/ml, turkisblå 1000 µg/ml og orange 1500 µg/ml. 
 
Det ses på Figur 9, at målingerne viser forskellige udtryk af GFP. Overordnet set er der 
opfanget mest fluorescens desto, lavere kanamycinkoncentration bakterierne har vokset i. 
Det ses også, at kurverne ligger parvis, således at de bakterier, som har vokset i en 
kanamycinkoncentration på henholdsvis 50 og 250 µg/ml ligger op af hinanden. Det samme 
sker for dem, som har vokset ved 500 og 750 µg/ml kanamycin, og til dels dem, som har 
vokset i 1000 og 1500 µg/ml kanamycin. Bakterierne voksede i kolberne med LB-medie og 
kanamycin, væksten blev stoppet ved at sætte bakterierne på is. Nedenunder ses et skema 
over OD650 for kolbe 1-6, hvor der fremgår, at bakteriernes vækst var sket parvis.  
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Figur 10: Forskellen i cellevækst, vist ved OD650, ved forskellig kanamycin-koncentration. 
 
Figur 10 viser, at cellevæksten også ligger i par, ligesom ved fluorescensmålingerne. Dette 
er dog ikke årsagen til, hvorfor der er kommet forskellige fluorescens, da der blev talte ens 
antal celler i cytometeret. 
Herefter beregnes den gennemsnitlige fluorescens pr. celle. Dette gøres ved at gange hver 
enkelt fluorescensværdi med antallet af celler, hvor denne værdi er målt. Herefter adderes 
alle produkterne, hvorved vi få den samlede udsendte fluorescens fra alle celler. Dette 
divideres med det samlede antal celler, og vi har den gennemsnitlige fluorescens udsendt pr 
celle. Resultaterne er listet i tabel nedenfor. 
 
Tabel 6: Viser gennemsnitlige fluorescens pr. celle. 
 
Hvorefter fluorescens pr. celle plottes som funktion af kanamycinkoncentrationen, ser det 
ud som følger: 
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Figur 11: Grafen over fluorescens pr. celle som funktion af kanamycinkoncentrationen i µg/ml. 
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5 Diskussion 
5.1 Kloning  
Vores første kloningsforsøg viste ingen transformanter på plade 1.a eller 2.a 
(transformation af ligeringsblanding), hvilket betyder, at kloningen ikke er lykkedes. Vi 
tjekkede restriktionsskæringen ved at køre vores skæringsopløsning på gel. Af denne gel 
ses det, se Figur 12 afsnit 9.1.3, at restriktionsskæringen er lykkedes. Vi forventede, at hvis 
kloningen lykkedes, ville det ligerede plasmid udtrykke GFP, så fluorescensen ville være et 
udtryk for at ligeringen var lykkedes. Hvis vi på 1.a og 2.a havde set vækst, dog uden 
fluorescens, ville det tyde på, at der var sket en vektor religering, at dette ikke er sket 
bekræftes af, at vi ikke ser nogen vækst på 3.a, da denne kun indeholder vektoren og ikke 
gfp. Hvis vi så vækst på 3.a ville det kun kunne skyldes en religering. Plade nr. 4.a var en 
negativ kontrol, hvor vi kun havde tilsat kompetente celler. Det er vores kontrol for om, de 
kompetente celler var forurenede. Ingen bakterier var synlige på plade 4.a hvilket viser, at 
vi har arbejdet sterilt. På vores positive kontroller i form af plade 5.a, 6.a og 7.a, der viser 
vores kompetente celler transformeret med ubehandlet vektor, her kunne vi se, mange 
ensartede bakterier, der havde vokset i takt med stigende mængde bakterier udpladet. Vi 
ved derfor, at vores kompetente celler var kompetente nok, da de var i stand til at optage 
vektoren, og de burde derfor også være i stand til at optage et ligeret plasmid. Da vores 
kompetente celler, var i stand til at optage plasmider, og vores skåret vektor ikke religerer, 
kunne det kun være ligeringen, der var gået galt.  
Vi gentog forsøget med ALO3525 som positiv kontrol, da dette indeholdende gfp, og det 
var derfor nemmere at tjekke vores positiv kontrol, da vi nu ikke bare kunne se vækst men 
også fluorescens. Vi fremstillede nye kompetente celler, men brugte resterne af vores 
oprensede skæringsopløsning. Plade 1.b og 2.b viste stadig ingen tegn på vækst og derfor 
heller ingen fluorescens. Heller ikke denne gang var der nogen religering, da der ikke var 
nogen vækst på 3.b. Vi havde ingen vækst af kompetente celler på 4.b, hvilket betød, at 
vores fremstillede kompetente celler ikke kunne vokse uden plasmidet. I vores positive 
kontrol, 5.b var der mange fluorescerende enslignende bakterier, men på 6.b var der ingen. 
Vi forventede også at se vækst på 6.b så vel som på 5.b, da det bare var i en 1/10 mindre 
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udpladning. Pladen 5.b viste desuden, at de nye kompetente celler også var kompetente 
nok. 
Hvorfor kloningen ikke lykkedes to gange er ikke til at give et præcist svar på. Da vi lavede 
positiv kontrol, tilsatte vi betydelig større mængder plasmider, end da de kompetente celler 
skulle optage vores ligerede plasmid. Da det tilsyneladende var vores ligering, der var 
problemer med var det ikke til at vide, hvor meget plasmid der var ligeret, og om der 
overhovedet var noget. Sandsynligheden for, at de kompetente celler havde optaget vores 
ligerede plasmid, var derfor lavere end, ved vores positiv kontrol. En anden begrundelse 
kunne være, at agar-pladerne havde været udtørret og derfor svært for bakterierne at vokse 
på dem. En tredje årsag kunne være, at resistensgenet ikke havde fungeret tilstrækkeligt til 
at holde bakterierne i live; en årsag, der dog virkede usandsynlig, da resistensgenet, som vi 
arbejdede med, havde været brugt mange gange før på samme type agarplade. Vores 
postive kontroller indeholdte også samme resistensgen og de havde vokset fint. Den fjerde 
og mest oplagte mulighed var, at ligeringen var mislykkes og ingen af de sticky ends havde 
sat sig sammen. Dette ville altid kunne forekomme uden, at man kan tage forbehold for det, 
og ikke noget vi kan gardere os mod en anden gang, udover at revurdere den tilsatte 
mængde DNA-ligase, ligeledes kunne en større mængde DNA og vektor også have gjort en 
forskel. 
5.2 Flowcytometri 
Da vores kloning ikke lykkedes, valgte vi at anvende et allerede konstrueret gfp mærket 
minikromosom. Dog indeholdte det også inc, der var derfor mulighed for, at vi ikke ville se 
noget GFP-signal, da inc hæmmer replikationen. Dette plasmid indeholdte derfor en copy-
up mutation i rctB. Denne mutation medfører, en øget rctB koncentration, som vil minimere 
incs virkning.   
Som det fremgår af resultaterne, se Figur 9, er der tilsyneladende et fald i fluorescensen ved 
øget kanamycinkoncentration. Dette kan skyldes, at kanamycin-resistensen ikke er kraftig 
nok til at forhindre hæmning af væksten ved øget kanamycinkoncentration. At der er et fald 
bekræfter vi ved at beregne den gennemsnitlige fluorescens pr. celle, se Tabel 6. Ud fra 
denne tabel ser det ud til, at der er en tendens til, at fluorescensen falder ved øget 
kanamycinkoncentration. Det er svært at sige, hvad denne tendens til faldende fluorescens 
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skyldes, og hvilke fejlkilder vi har. Da denne type forsøg aldrig før har været kørt på det 
pågældende flowcytometer, kunne vi sideløbende med vores forsøg, havde kørt en kopi af 
Anders Løbner-Olesens forsøg, sige om årsagen til vores resultater skyldes 
flowcytometeret, da vi derved kunne se om det var muligt at genskabe Anders Løbner-
Olesens resultater. 
 
V. cholerae: 
V. cholerae’s oriCI ligner E. coli’s oriC [Egan et al., 2006]. Derimod ligner oriCIIVc ikke 
oriC se Figur 2 og Figur 5, men det ses også, at oriCIIVc og oriC indeholder fælles 
elementer såsom, at de begge er afhængige af DnaA, begge besidder en AT-rig 13-mer, 
begge har en IHF bindingsite og de er begge afhængige af methylering med Dam. [Egan et 
al., 2006] Dog har det vist sig, at det primære initiator protein på kromosom II er RctB og 
ikke DnaA, som hos E. coli. [Egan et al., 2006];[Duigou et al., 2006] oriCIIVc indeholder 
desuden kun en enkelt DnaA boks, og flere 11- og 12-mer’s. [Egan & Waldor, 2003] 
Dermed ligner det meget måden, hvorpå plasmider deler sig med Rep-iteron interaktionen. 
Det der gør replikationen hos kromosom II kromosomlignende er den måde, hvorpå 
delingen af kromosom I og kromosom II er timet i forhold til hinanden og cellestørrelse, se 
Figur 6. [Rasmussen et al., 2007]. 
Vi undersøgte derfor, hvorvidt der er en plasmidlignende kopikontrol på oriCIIVc, ved at 
følge Anders Løbner-Olesens (1999) beskrevne metode. Her lykkedes det os at variere 
udtrykket af gfp ved at lade E. coli vokse under forskellige kanamycinkocentrationer. For at 
det skulle have plasmidlignende kopitalskontrol skulle udtrykket af gfp nogenlunde have 
været konstant, og for at have kromosomlignende kopitalskontrol skulle udtrykket af gfp 
være stigende ved stigende kanamycinkoncentration. Vores forsøg viste et fald i udtrykket 
af gfp ved stigende kanamycin koncentration, hvilket er modstridende med både plasmid og 
kromosomale træk. Vi har en mistanke om, at kanamycin har haft en nedsættende effekt på 
udtrykket af gfp, selvom vi har brugt resistens gen. Anders Løbner brugte et andet 
resistensgen, hvilket også kan bevirke at han havde nogle andre resultater. 
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6 Konklusion 
Da vi fik overraskende resultater i flowcytometri forsøget, er det ikke muligt for os at 
konkludere, hvorvidt kromosom II hos V. cholerae opfører sig som et plasmid eller 
kromosom. GFP-signalet faldt næsten som funktion af kanamycinkoncentration, hvilket det 
ikke burde have gjort, da vi havde et resistensgen på minikromosomet. Dette mener vi 
skyldes, at et oriCIIVc minikromosom deler sig som et plasmid, og hvis resistensgenet ikke 
har virket tilstrækkeligt, vil proteinsyntesen blokeres og GFP-signalet dermed falde. Ud fra 
hvad der er beskrevet i litteraturen, tyder det på at kromosom II primært replikeres som et 
plasmid, dog er denne replikation timet med kromosom I replikation, således at det passer 
med cellens cyklus. 
7 Perspektivering 
Det har svært at finde ud af præcis, hvorfor vores kloning ikke virkede. Det er derfor også 
svært at sige noget om, hvordan det eventuelt kunne gøres bedre en anden gang. En af de 
ting, der kunne gøres for at forøge sandsynligheden for, at ligeringen lykkedes, er at øge 
mængden af både gen og vektor samt øge mængden af ligase. 
For bedre at kunne udelukke fejlkilder i forbindelse med målingen af flowcytemetrien 
kunne det have været en god ide sideløbende at måle på det samme plasmid og 
minikromosom, som Løbner-Olesen gjorde. Det flowcytometer, der blev brugt til dette 
forsøg, havde ikke tidligere været brugt til denne slags målinger, og det kunne derfor 
tænke, at resultaterne her blev udtrykt på en anden måde end på det flowcytometer Løbner-
Olesen brugte. Ved at gøre dette kunne vi have kontrolleret for eventuelle fejlkilder på 
flowcytometeret. En anden ting, der kunne have gjort vores resultater mere virkelighedstro, 
var hvis vi havde målt på V. choleraes kromosomer, mens de sad i en V. choleraes bakterie, 
og ikke som vi gjorde, mens det sad i en E. coli bakterie. Ulempen ved at bruge en V. 
choleraes bakterie er dog, at plasmiderne vokser langsommere i V. choleraes end i E. coli. 
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9 Appendiks 
9.1 Appendiks – forsøgsmetode   
9.1.1 Fremstilling af LB-plader 
Fremgangsmetoden der blev fulgt ved fremstillingen af medie, var forudberegnet til brug af 
1 liter LB-medie. Derfor blev fremgangsmetoden udvidet således, at der blev fremstillet 3 
liter LB-medie. 30 g tryptone blev blandet med 15 g gær-ekstrakt og 30 g NaCl, til sidst 
blev 0,3 ml 10 M NaOH tilsat. Efter tilsætningen af alle stofferne, blev der tilført mili-Q-
vand således, at den samlede volumen af blanding var på 3 liter, herefter blev opløsningen 
blandet. Vi fordelte opløsningen med 0,5 liter i fire kolber, og tilføjede derefter 10 g agar i 
hver. Herefter blev opløsningen autoklaveret for at dræbe alt organisk materiale. Efter 
autoklavering blev kolberne sat i vandbad med ca. 50ο C indtil mediet skulle hældes på 
pladerne.  
Til LB-mediet i kolberne blev der tilsat 5 ml 20 % arabinose. Til den ene kolbe blev der 
desuden tilsat 0,5 ml 100 mg/ml ampicillin. Til den anden kolbe blev der tilsat 0,5 ml 50 
mg/ml kanamycin. De to sidste kolber fik ikke tilført nogen form for antibiotika. Mediet 
blev hældet på petriskåle. Der blev tilført medie så bunden var ca. 25 ml dækket. Da dette 
var gjort, blev en flamme kørt hurtigt hen over pladerne for at fjerne luftbobler. Denne 
procedure blev fulgt for alle fire kolber. 
9.1.2 Kloning 
Til kloningen podede vi stammerne ALO3479 og ALO3593. Plasmidet pALO249 
(ALO3479) indeholder gfp, samt pBAD promotoren (afsnit 3.2), som ønskes indsat i en 
vektor. pInc3 (ALO3593), som indeholder et oriCIIVc minikromosom uden inc regionen, 
blev brugt som vektor. Derefter overførtes en enkelt koloni fra hver stamme over i et rør 
med LB-medie. For hver stamme blev der lavet to rør, således at der i alt var fire rør. Disse 
prøver blev derefter inkuberet ved 37 °C i en ryste maskine natten over. 
9.1.3 Plasmid oprensning og skæring 
I forsøget var det kun bakteriernes plasmider, der havde interesse, derfor blev plasmiderne 
oprenset, der blev til dette brugt et oprensnings kit fra Sigma. Til at starte med blev der 
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taget 2000 µl af vores overnatskultur over i fire E-rør. Disse opløsninger blev centrifugeret 
ved 1 min ved 14000g. Efter centrifugeringen blev supernantanten fjernet. Herefter blev 
pellet resuspenderet i 2000 µl overnatskultur i E-rørene for at øge mængden af bakterier. 
Da bakterierne var blevet tilsat, blev E-rørene igen centrifugeret i 1 minut ved 14000g. 
Derpå blev supernantanten fjernet, og pellet resuspenderet i 1000 µl overnatskultur. 
Opløsningen blev igen centrifugeret ved 14000g. Herefter fjernes supernantanten således, at 
der nu kun var bundfald tilbage i E-rørene. Der blev tilført 200 µl resuspensionsopløsning, 
og E-rørene blev rystet således, at bundfaldet blev helt opløst. Da bundfaldet var helt 
opløst, blev der tilsat 200 µl lysisbuffer. Opløsningen i E-rørene reagerede i 5 min, inden 
der blev tilsat 350 µl neutraliseringsbuffer. Derefter blev opløsningen pipetteret op og ned 
et par gange for at blande opløsningen. E-rørene blev sat i centrifugen, hvor de blev 
centrifugeret i 10 min ved 20000g. Supernantanten blev fjernet fra E-rørene og i stedet 
tilført til fire nye E-rør, hvor der i hver var placeret et filter. Disse fire nye E-rør var blevet 
forberedt tidligere ved at tilføje 500 µl binding colum preparation solution i hver af de fire 
E-rør, som indeholdte et filter. Disse E-rør blev centrifugeret og supernantanten blev 
fjernet, herefter var E-rørene klar til brug. Opløsningen som indeholdte overnatskulturen 
var placeret i E-rørene med filterne, disse E-rør blev centrifugeret i 1 minut ved 20000g. 
Den opløsning, som løb igennem filterne blev fjernet, og der blev i stedet tilføjet 500 µl 
optional wash solution. Rørene blev igen sat til at centrifugere i 1 minut ved 20000g. 
Væsken blev igen fjernet og der blev tilsat yderligere 750 µl wash solution, hvorefter 
rørene blev centrifugeret ved 20000g i 1 min. Væsken blev fjernet og rørene blev 
centrifugeret i 1 minut ved 20000g igen. Filteret fra disse fire rør blev overført til fire nye 
E-rør, og der blev tilsat 50 µl elution solution. E-rørene blev sat til at centrifugere i 1 min 
ved 20000g, herefter blev søjlerne smidt ud fordi det kun er opløsninger i E-rørene der skal 
bruges. Der blev taget fire nye E-rør og tilsat 1 µl farve og derefter tilføjet 5 µl af 
opløsningen til hver E-rør så der blev 6 µl i alt. Disse opløsninger blev sat på gel sammen 
med en markør λ DNA skåret med EcoRI og HindII, se Figur 12, for at undersøge 
mængden af plasmid. 
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Figur 12: Placeringen af prøverne fra venstre mod højre; markør, stamme A 1 og 2 , stamme B 1 og 2, markør. Markøren 
λ DNA skåret med EcoRI og HindII. 
 
Til skæringen af bakterierne blev der lavet to skæringsopløsninger. Skæringsopløsningen til 
pALO249 blev dannet ved at blande 90 µl DNA, 15 µl G-buffer, 42 µl mili-Q-vand og 3 µl 
af restriktionsenzymet BclI. Skæringsopløsningen til pInc3 blev lavet på samme måde, men 
som restriktionsenzym blev der i stedet for BclI brugt BamHI. Restriktionsenzymet BclI 
skære bedst ved 50οC, mens BamHI skære ved 37 °C. Skæringsopløsningerne stod natten 
over. 
9.1.4 Dephosphorylering af vektorskæring og fragment-oprensning 
Efter at DNAet var blevet skåret, blev opløsningerne indeholdende pALO249, kørt på en 
gel (ikke vist da fotografering ødelægger DNAet) og derefter skåret ud. Opløsningerne fra 
pInc3 (ALO3593) blev defosforyleret og bagefter oprenset. 
9.1.4.1 Behandling af pALO249 
GFX PCR DNA and gel band purification kit blev brugt til denne oprensning. Til de to 
opløsninger med skåret pALO249 med en samlet volumen på 150 µl, blev der tilsat 25 µl 
loading dye solution. Herefter blev opløsningerne sat på gel sammen med markøren EcoRI 
Hind III. Hvorefter gelen blev sat til at køre en time. Fra denne gel blev det ene bånd, som 
indeholdte gfp skåret ud. De to bånd, der blev skåret ud af gelen, blev vejet for at finde ud 
af hvor meget buffer, der efterfølgende skulle tilsættes. De blev vejet til 0,186 (prøve 1) og 
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0,1869 g (prøve 2). Til prøve nummer 1 blev der derfor tilsat 186 µl capture buffer type 3, 
mens der til prøve 2 blev tilsat 186,9 µl.        
De to rør blev inkuberet i 30 minutter, og prøverne blev rystet hver tredje minut. 
Behandlingen fik opløsningerne til at skifte farve til orange. Herefter blev prøverne 
centrifugeret ved maksimal hastighed i 1 minut. Den centrifugerede opløsning blev hældt 
over i et rør, som indeholdte GFX microspin column. Rørene med filter og opløsning stod i 
1 minut ved stuetemperatur. Herefter blev opløsningen sat til at centrifugere i 30 sekunder 
ved 16000g, den opløsning, der er løbet igennem filteret, blev fjernet. 500 µl wash buffer 
type 1 blev tilført til prøverne. Prøverne blev igen sat til at centrifugere i 30 sekunder ved 
16000g, væsken blev fjernet efter centrifugeringen. Filtrene blev flyttet over i nogle nye 
rør, og der blev tilsat 20 µl elution buffer type 4. Opløsningerne blev efter 1 minut sat til at 
centrifugere i yderligere 1 minut, hvorefter filteret blev smidt ud.    
 
9.1.4.2 Behandling af pInc3 
Der blev taget 150 µl pInc3 (ALO3593) over i et nyt rør, og tilsat 20 µl SAP buffer, 3 µl 
shrimp alkaline phosphatase og 27 µl vand således, at den samlede volumen blev 200 µl. 
Derefter blev opløsningen inkuberet ved 37 °C i 1 time, for at blive opvarmet til 75 °C i 15 
min for at stoppe reaktionen. 
For at oprense DNAet blev der til to nye rør tilføjet 100 µl DNA-opløsning. Til hvert af de 
to rør blev der herefter tilføjet 500 µl binding buffer. Prøverne blev blandet grundigt og 
overført til to high pure filter tubes. Disse to rør blev centrifugeret ved maksimal hastighed 
i 60 sekunder, hvorefter væsken, der var løbet igennem, blev fjernet. 500 µl washbuffer 
blev tilføjet, og opløsningerne blev centrifugeret i 1 minut ved 13000g. Væsken, der løb 
igennem filteret, blev igen fjernet. Dette blev gentaget med 200 µl washbuffer. Da dette var 
gjort, blev der tilføjet 50 µl elutionbuffer, for at centrifugere i 1 minut ved 13000g. Til sidst 
blev filterne fjernet, og opløsningerne var nu oprenset.  
Der blev herefter taget 3 µl fra hver opløsning pALO219 (A), som blev placeret i to nye 
rør, og der blev tilføjet 1 µl loading solution. Ligeledes blev der til to nye rør tilført 5 µl af 
hver af opløsningerne fra pInc3 (B) samt 1 µl loading solution. Opløsningerne blev herefter 
kørt på en agarose gel. Markøren, der blev brugt, var λ DNA, skåret med EcoRI og HindII. 
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Figur 13: Placering af prøverne fra venstre mod højre: markør (λ DNA, skåret med EcoRI og HindII), A1, A2, B1, B2, 
markør. 
 
Ud fra denne gel kan der ses, at A1 er den tydeligste af de to A-prøver, og det er derfor 
denne prøve, som bliver arbejdet videre med. Ligeledes ses det, at B2 er tydeligere end B1, 
og derfor arbejdede vi videre med denne.  
9.1.5 Ligering  
Der blev i dette forsøg lavet to ligeringer og en kontrol. Til den første ligerning (L1) blev 
der tilsat 5 µl A1, 3,5 µl B2, og der blev desuden tilsat1 µl T4 DNA ligase buffer samt 0,5 
µl ligase. Til den anden ligering (L2) blev der tilsat 4,5 µl A1 samt 4 µl B2, og der blev 
ligeledes tilsat buffer og ligase i samme mængder som i L1. Til kontrollen (L3) blev der 
kun tilsat 5 µl vand og 3,5 µl B2. Der blev i denne ligering tilsat buffer og enzym som i L1 
og L2. 
Ligeringerne blev nu inkuberet natten over i en PCR-maskine, hvor temperaturen vekslede 
mellem 10 og 30 °C, da dette giver en bedre ligering [Lund et al.,1996]. Efter inkuberingen 
blev prøverne inaktiveret ved at varme dem op til 65 °C i 10 minutter.    
 
9.1.6 Fremstilling af kompetente celler og elekroporation 
Til fremstillingen af kompetente celler blev ALO2212 (E. coli DH5αλpir) podet til en 
overnatskultur. Næste morgen blev der taget 1 ml af overnatskulturen, som blev blandet 
med 100 ml LB-medie. Denne opløsning blev sat til at inkubere ved 37 °C. Inkuberingen 
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forsatte til OD600 nåede op på 0,764, for derefter at blive sat på køl. I et nyt glas blev der 
blandet 2 ml 50 % glycerol med 8 ml vand, for at lave 10 % glycerol. Denne opløsning blev 
ligeledes sat på køl. Seks Ole Dich rør blev fyldt med bakterieopløsningen(6x8ml), og blev 
derefter centrifugeret ved 8000g og 4 °C i 5 minutter. Efter centrifugeringen blev 
supernantanten hældt fra, og bakterierne blev resuspenderet i 8 ml af overnatskulturen. Ole 
Dich rørene blev igen centrifugeret ved 8000g og 4 °C i 5 minutter. Efterfølgende blev 
bundfaldet opløst i iskoldt vand. Da bundfaldet var helt opløst blev rørene igen 
centrifugeret, denne gang ved 7000g i 5 minutter. Der blev nu til hver rør tilsat 1 ml 
glycerol, og opløsningerne blev forsigtigt rystet. Opløsningerne blev herefter blandet 
sammen og fordelt i fire E-rør. Disse fire rør blev centrifugeret ved 7000g i 5 minutter. 
Hvorefter de blev resuspenderet i et rør med 0,4ml glycerol (10 %). Der blev nu taget fem 
nye E-rør, hvori der blev lavet følgende opløsninger: 
 
Tabel 7: Opløsning i E-rørene. 
 
Blandingerne tilføres til fem elektroportion kuvetter. Elektroporationsapparatet 
Opløsningerne blev herefter målt på et elektroporate med 1800V, 200Ω og 1.5 µF. Tallene 
for disse målinger skulle helst være placeret i nærheden af 5, se Tabel 8 for resultater. Rør 1 
startede med at få et resultat på 1,5 ms, og blev derfor lavet om. 
 
Tabel 8: Resultatet for målingerne fra elektroporatet. 
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Der tilsættes straks 1 µl LB-medie til kuvetterne og opløsningerne overføres til fem nye E-
rør. Opløsningerne blev sat til at inkubere i 1 time ved 37 °C. Samtidig blev syv agarplader 
med kanamycin taget ud og stod i 1 time, herefter blev de kort sat i varmeskab. Da 
opløsningerne havde inkuberet i 1 time, blev de taget ud og centrifugeret i 5 minutter ved 
3000g. Det meste af supernantanten blev hældt fra, og der blev tilsat 200 µl LB-medie. Rør 
1-4 blev herefter hældt på agarplader. Det sidste rør blev brugt som kontrol, og der blev 
hældt 3 forskellige mængder fra opløsningerne på plade 5, 6 og 7.  
 
Tabel 9: Viser indholdet i opløsningerne, som blev placeret på pladerne første gang der blev lavet kompetente celler. 
 
Agarpladerne blev herefter sat i varmeskabet ved 37 °C natten over. 
Da kloningsforsøget mislykkes blev kloningen gentaget med det oprensede plasmid. Der 
blev fremstillede nye kompetente celler og ligerede på ny. Nedenstående skema blev fulgt: 
 
Tabel 10: Viser indholdet af opløsningerne anden gang der blev fremstillet kompetente celler. 
 
Da vores kloning igen ikke lykkedes, anvendte vi et andet minikromosom, som indeholder 
oriCIIVc med inc regionen, til flowcytometrien. 
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9.1.7 Flowcytometri 
Til at starte med blev der fremstillet lavtsaltet LB-medium. Dette blev gjort ved at blande 
10 g tryptone, 15 g gær-ekstrakt, 5 g NaCl og 0,1 ml 10 M NaOH. Til sidst blev der tilført 
mili-Q-vand, således at den samlede volumen var 1 liter, herefter blev opløsningen 
autoklaveret. 
For at få kanamycin i de rette koncentrationer fremstillede vi en stamopløsning, som 
indeholdte 100 mg/ml kanamycin. Dette blev gjort ved, at der blev tilsat 2,5 g kanamycin i 
25 ml vand.  
Der var i forvejen fremstillet to overnatskulturer. Den ene stamme, der blev brugt, var 
ALO1335. Til overnatskulturen var der tilsat 50 µl arabinose 20 %, 5 µl LB-medie, samt 5 
µl 100 mg/ml ampicilin. Den anden stamme, der blev brugt, var et plasmid, som indeholdte 
oriCIIVc samt inc regionen, endvidere fandtes der på dette plasmid en mutation i rctB, 
således at plasmidet blev replikeret i større antal end normalt. Til denne overnatskultur var 
der tilsat 5 µl LB-medie og 5 µl kanamycin 50 mg/ml. 
Der blev brugt forberedt syv 250 ml kolber. Til hver af disse kolber blev der tilsat 50 ml 
LB-medie. Til kolberne 1-6 blev der tilsat 500 µl af en overnatskultur med en 
overnatskultur, som indeholdte oriCIIVc, som har vokset i kanamycin. Til kolbe syv blev 
der tilsat 500 µl af en overnatskultur med stammen ALO1335, som har vokset i 0,2 % 
arabinose samt ampicilin. Til kolberne 1-7 blev der herefter tilsat 500 µl 0,2 % arabinose. 
Kanamycin blev tilført kolbe 1-6 i følgende koncentrationer: 
 
Tabel 11: Viser mængden af kanamycin som blev tilsat for at få de ønskede koncentrationer. Endvidere kan det af denne 
tabel ses, hvilken stamopløsning der er brugt. 
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Til den syvende kolbe blev der tilsat 50 µl ampicilin. Kolberne blev herefter anbragt i et 
vandbad ved 37 °C indtil OD var mellem 0,4 og 0,8. Opløsningerne blev fortyndet 20 
gange med iskoldt NaCl (0,9 %). Dette blev gjort ved at blande 25 µl af opløsningerne med 
475 µl NaCl i syv E-rør. Prøverne var nu klar til måling. 
9.2 Appendiks – stammeliste 
9.2.1 Til kloningen 
pALO249 fra stamme  ALO3479: E.coli MG1655dam. 
pInc3 fra  stamme ALO359: E.coli MC1000 
Stamme ALO2212:  E. coli DH5αλpir 
E. coli XL-blue (pBK-miniTn7-gfp1) 
9.2.2 Til flowcytometri målinger 
pALO247 fra stamme ALO1335: E.coli DH10B 
E.coli MC1000 med v.cholerea minikromosom med rctA , rctB og oriCIIVc,  samt en 
mutation i rctB. 
